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0　引言　丝裂原活化蛋白激酶 (m itogen2act ivated p ro tein
k inases, M A PK s) 是细胞内重要信号传递者, 其中 p 38 参与
细胞的增殖、分化和对凋亡的调控[1 ]. 热休克蛋白 (heat
shock p ro tein, H SP) 在通常情况下在细胞中低水平表达, 应
激时高表达, 肿瘤细胞中 H SP70 呈现持续的高诱导表达[2 ].




1. 1　材料　人胶质瘤细胞BT 2325 (第四军医大学生理学教
研室周华硕士惠赠) , 鼠抗人H SP70 单抗 (购自武汉博士德公
司) , 羊抗鼠 p 38 单抗 (新加坡国立大学林圣彩教授惠赠) , 二
抗试剂盒及DAB 显色剂 (购自武汉博士德公司).
1. 2　细胞培养　BT 2325 细胞常规培养于加 100 mL ·L - 1灭
活小牛血清的DM EM 培养液中并置于 37℃, 50 mL ·L - 1
CO 2 培养箱.
1. 3　细胞的热休克处理　以 2×105ö孔接种BT 2325 细胞于
置有盖玻片的 3 块 6 孔培养板中, 分为预休克组、热休克组和
未处理组. 37℃培养, 待细胞铺满 70% , 将预休克组培养板置
于 43℃水浴 30 m in, 恢复 6 h 后, 再置于 43℃水浴 60 m in, 立
即收集细胞爬片, PBS 涮洗, 以 950 mL ·L - 1冷乙醇固定 15
m in, 室温干燥备用; 热休克组直接置于 43℃, 60 m in 后收集
细胞爬片, 同法固定; 未处理组细胞爬片固定同上.
1. 4　免疫组化 SABC 法检测 p 38M A PK 和 H SP70 在 BT 2
325 细胞的表达　细胞爬片用正常山羊血清封闭, 滴加兔抗
鼠 p 38 抗体 (1∶50) , 鼠抗人 H SP70 抗体 (1∶100) , 4℃冰箱
过夜, PBS 振洗, 滴加生物素化羊抗兔 IgG (1∶100) , 羊抗鼠
IgG (1∶100) , 37℃孵育 1 h, PBS 振洗数次; DAB 显色, 梯度
乙醇脱水, 二甲苯透明, 苏木素衬染, 中性树胶封片.
1. 5　W estern2b lo t 检测 p 38M A PK 的表达　收集各组细胞,
超声裂解, 1000 r·m in- 1离心, 取上清, 配制 12 g·L - 1分离
胶和 4 g·L - 1浓缩胶, 每孔加入上述样品 40 ΛL , 进行 SD S2
PA GE 电泳. 然后电转移至硝酸纤维膜上进行W estern2b lo t.
2　结果
2. 1　免疫组化染色　热休克前BT 2325 细胞有 H SP70 少量
表达, 以胞质为主, 呈淡黄色, p 38 表达弱阳性; 热休克处理后
H SP70 大量表达, 以胞核为主, 呈黄褐色; p 38M A PK 在胞质
收稿日期: 2001212212; 　修回日期: 2002201225
基金项目: 高等学校骨干教师资助计划; 留学归国人员科研启动基金
( [ 1999 ]747 号)
通讯作者: 李　青. T el. (029) 3374597 Em ail. L iqing@fmm u. edu. cn
作者简介: 王　莉 (19782) , 女 (汉族) , 陕西省西安市人. 硕士生 (导师
李　青). T el. (029) 3374541 Ext. 119
中出现明显阳性信号, 呈黄褐色; 预休克组的 H SP70 过量表
达, 以胞质、胞核为主, 呈深褐色, 而 p 38M A PK 表达强度低于
热休克组, 以胞质为主, 呈淡黄色.
2. 2　图像分析结果　未处理组、热休克组和预休克组H SP70
平均灰度值分别为: 213. 0±2. 6, 174. 7±0. 7, 142. 9±1. 9,
p 38 平均灰度值分别为 186. 8±2. 0, 148. 4±8. 1, 181. 9±
0. 6. 各实验组细胞灰度值较未处理组低, 表明实验组H SP70
表达增高 (P < 0. 05) ; 热休克组细胞灰度值较未处理组低, 表
明p 38 表达升高 (P < 0. 05) 预休克组灰度值又升高, 表明p 38
表达减弱 (P < 0. 05).
2. 3　W estern2b lo t 分析　显示热休克 p 38 表达明显增加, 预
热休克后 p 38 表达受到一定程度阻滞 (图 1).
1: M arker; 2: 热休克组; 3: 对照组; 4: 预热组.
图 1　热休克后的W estern2b lo t 分析
3　讨论　p 38M A PK 通常由紫外线、砷盐、H 2O 2、细胞因子
( IL 21, TN F2Α等) 和生理应激等激活, 之后移位作用于相应
的转录因子, 启动某些基因转录[3 ]. 本实验观察到通常情况
下p 38M A PK 在体外培养的BT 2325 细胞弱表达, 而在热休克
处理后检测到 p 38M A PK 表达增强, 说明热休克可激活
p 38M A PK. 当BT 2325 细胞过量表达 H SP70, p 38M A PK 的
激活被抑制, 从而阻断了凋亡的发生. Sam ali 等[4 ] 用反义
H SP70 处理的肿瘤细胞可阻断H SP70 的表达, 同样能抑制肿
瘤细胞增生及诱导凋亡, 这说明H SP70 可能通过下调细胞凋
亡相关基因、蛋白和蛋白酶活性 (如p 38M A PK, JN K 等)起到
拮抗细胞凋亡的作用, 过量的H SP70 抑制了 p 38M A PK 的激
活, 是使肿瘤细胞得以持续恶性增殖的机制之一. 而且,
H SP70 似乎在信号转导中扮演了一个相当重要的角色, 即通
过调节应激激活的信号通路来增加组织细胞对应激的适应
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